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臭氧化海水对于弧菌 DNA 的损伤作用
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摘要 :用琼脂糖电泳法分别检测了臭氧化海水对溶藻胶弧菌 (V ibrio al ginol y ticus) 、副溶血

弧菌 (V ibrio parahaemol y ticus) 、飘浮弧菌 (V ibrio nat riegen) 菌体内 DNA 和经碱性裂解法

抽提后得到的裸露 DNA 的损伤作用。结果表明 ,臭氧化海水对 DNA 有很强的损伤和降解

作用 ,在电泳图谱上表现为 DNA 带的加宽和弥散 ;臭氧化海水对裸露 DNA 的损伤作用 ,在

电泳图谱上表现为 DNA 带荧光强度的增强和出现长长的拖尾。
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　　20 世纪 70 年代以来 ,臭氧作为氯的替代品被广
泛应用于污水处理、水产养殖中 ,其中主要是利用它
的强氧化性达到消毒、杀菌的目的。Kozo [1 ]选择碱
基组成已经了解、结构比较简单的大肠杆菌质粒
pBR DNA 作为研究对象 ,研究臭氧对于环状质粒
DNA 的损伤作用 ,对于组成比较复杂的弧菌基因组
DNA 的损伤还没有人涉及过。并且研究的是成分比
较简单的缓冲液体系 ,臭氧在实际应用过程中 ,往往
是在组成比较复杂的海水中 ,臭氧在其中发生复杂
的氧化还原反应 ,特别是海水中大量 Br - 和 Cl - 的存
在 ,使臭氧的氧化生成物中含有大量的溴、氯氧化
物 [2 ] ,这些氧化物对于生物体来说具有很强的毒性 ,

所有这些综合起来将对生物体的遗传物质产生何种
影响也未见报道。电离辐射、紫外线、臭氧和环境污
染物都可以引起 DNA 单链和双链断裂 ,严重的断裂
将不能被修复并很可能会致癌、致畸、致突变 ,甚至引
起生物体的死亡。作者通过臭氧化海水对不同状态
下弧菌 DNA 链断裂损伤程度的研究 ,为臭氧在海水
养殖病害防治的应用及环境生态毒理学研究提供一
定的基础。

1 　材料与方法

1. 1 　材料
1. 1. 1 　试验菌株

飘浮弧菌 (V ibrio nat riegen) 、副溶血弧菌 (V ibrio

parahaemolyticus) 、溶藻胶弧菌 (V ibrio al ginolyticus)

均来自中国海洋大学微生物实验室。
1. 1. 2 　臭氧化海水的制备

所有的操作都在室温下进行 (19～21 ℃) ,将沙
滤海水注入臭氧发生器 (北京聚通韩兴技术发展有
限公司提供 ,产臭氧量 12～15 g/ h) ,臭氧化海水从

出水口流出。用美国产 9422094 型臭氧浓度分析仪
进行臭氧浓度测定。

1. 2 　方法
1. 2. 1 　臭氧化海水对于细胞内 DNA 的损伤作用

(1) 将在 2216 E 培养基上过夜培养的溶藻胶弧
菌、副溶血弧菌、漂浮弧菌用 3 mL 无菌的生理盐水
洗脱下来 ,取 2 mL 菌液加入到 5 mL 的离心管中 ,以
5 000 r/ min 的转速 ,离心 10 min ,倒掉上清液。

(2) 取 3 mL 质量浓度为 2. 60 mg/ L 的臭氧化
海水加入到含有菌体 5 mL 的离心管中 ,震荡混匀 ,

作用 1 h 后 ,加入 1 mol/ L 的 Na2 S2 O3 终止反应。
(3) 取 1 mL 经过臭氧处理后的菌液 ,加入到

1 mL的离心管中 , 以 5 000 r/ min 的转速 , 离心
10 min ,倒掉上清液 ,加入 25μLp H 8. 0 的 TE 溶液 ,

震荡使菌体完全悬浮。加入 2μL 裂解液 (2 mol/ L

的 NaO H 与 10 %的 SDS 等体积混匀) ,放在 4 ℃的
冰箱中 ,静置 10 min。

(4) 取裂解后的菌液 5μL ,经 0. 7 %的琼脂糖凝
胶电泳检测 ,紫外灯下观察并照相。
1. 2. 2 　臭氧化海水对细胞外 DNA 的损伤

(1) 将活化好的弧菌 ,加入 4 mL 无菌生理盐水 ,

在涡漩混匀器上震荡 ,将菌体洗脱下来。
(2) 取 1 000μL 洗脱液 ,加到 Eppendorf 管中 ,
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8 000 r/ min 离心 5 min ,去掉上清液。
(3) 加入 500μL 抽提缓冲液 (100 mmol/ L Tris2

HCl ,p H 为 8. 0 ;0. 1 mol/ L ED TA ,p H 为 8. 0) 。
(4) 加入终浓度分别为 0. 5 %的 SDS 和 200 mg/ L

的蛋白酶 K,55 ℃水浴消化。
(5) 冷却后 ,加入等体积的酚 →酚 :氯仿 →氯仿

各抽提 1 次 ,加 1/ 25 体积的 5 mol/ L NaCl ,再加入 2

倍体积预冷的无水乙醇沉淀 DNA30 min。
(6) 70 %的乙醇洗涤沉淀 1 次 ,晾干后用 80μL

的双蒸水溶解 , - 4 ℃下保存。将溶有 DNA 样品的
双蒸水平均分配到 4 个 Eppendorf 管中 ,取质量浓度
为 0 ,0. 69 ,1. 09 ,1. 35 mg/ L 的臭氧化海水各 100μL

分别加入到含有 DNA 样品的 Eppendorf 管中 ,震荡
混匀 ,静置 30 min。

(7) 经 0. 7 %的琼脂糖凝胶电泳检测 ,紫外灯下
观察并照相。

2 　结果与讨论

2. 1 　臭氧化海水对于细胞内 DNA 的损伤作用
从电泳图谱上来看 ,经过质量浓度为 2. 60 mg/ L

的臭氧化海水作用 1 h 后 ,3 株弧菌的 DNA 样品均出
现弥散现象 , 其中飘浮弧菌的 DNA ,已经变得非常模
糊 ,基本上已经被完全降解。这说明臭氧对 DNA 有着
十分强烈的降解作用。经臭氧处理后的 DNA 在由负
极向正极迁移的过程中 ,DNA 的带宽明显加宽。这是
由于臭氧可以透过细胞膜 ,作用于弧菌 DNA ,使 DNA

链断裂 ,产生一些小的片段 ,反映在电泳图谱上就是
DNA 带出现了更多向正极迁移的部分。

图 1 　弧菌菌体经质量浓度为 2. 6 mg/ L 的臭氧化海水

处理后的 DNA 琼脂糖电泳图谱

Fig. 1 　Agarose gel elect rophoresis of V ibrio

DNA after t reating cell wit h ozoned seawater (2. 6 mg/ L)

1. 飘浮弧菌 ;2. 副溶血弧菌 ;

3. 溶藻胶弧菌 a. 臭氧水处理 ;b. 对照

1. Vibrio natriegen ;2. V ibrio parahaemolyticus ; 3. V ibrio

al ginol y ticus ; a . t reated by ozoned seawater ; b. cont rol

2. 2 　臭氧化海水对裸露 DNA 的损伤
从图 2 电泳图谱上可以看出 ,DNA 带的荧光强

度显著增强 ,并且出现了长长的尾部。臭氧处理组与

对照组的 DNA 在荧光强度及 DNA 带的长度上存在

着很大的差异 ,但是臭氧处理各个浓度间的 DNA 带

差异不是很大 ,这说明 0. 69 mg/ L 的臭氧浓度和

1. 35 mg/ L 的臭氧浓度对弧菌 DNA 的作用效果基

本相同。Ostling 等 [3 ] 应用溴化已锭 ( EB) 染色能显

示遇碱不稳定位点和明显断裂 ,每个受损细胞在电泳

时 ,其 DNA 从核中向阳极运动 ,形成一个亮的荧光

头部和尾部 ,形似彗星 ,其尾长及尾荧光强度与受试

物 DNA 断裂数目相关。Olive 等 [4 ] 报道 ,断裂 DNA

数目变化 4 倍时 ,其尾长仅变化 21 % ,而尾中荧光强

度几乎增加一倍 ,未受损细胞的 DNA 则呈一个圆形

的头部 ,无尾。

经臭氧处理后的 DNA 荧光强度出现加强 ,是由

于臭氧溶于水后 ,迅速分解产生羟自由基 ( ·O H) ,

·O H 是一种重要的活性氧 ,具有比臭氧更强的氧化

能力 ,可以攻击 DNA 分子的组成部分嘌呤环和嘧啶

环 ,其中腺嘌呤的 C24、C25 位最容易受到羟自由基进

攻。羟自由基进攻嘌呤碱基和嘧啶碱基是破坏核酸

造成 DNA 断键损伤的重要原因之一。臭氧攻击鸟

嘌呤和胸腺嘧啶的嘌呤及嘧啶环 ,导致这些位点上的

氢键发生断裂。氢键的断裂使 DNA 双螺旋链上出

现许多“空泡”结构 ,这种含有“空泡”结构的 DNA 在

紫外灯下出现明显的荧光强度增强的现象。

臭氧处理组与对照组的 DNA 在电泳图谱上存

在的另一主要差异是 :处理后的弧菌 DNA 的明亮的

头部与对照相比较稍稍靠后 ,这可能是由于臭氧处理

DNA 引起其空间结构或者所带电荷的改变 ,导致迁

移率的改变。

将图 1 和图 2 进行比较可以发现 ,图 2 中用

1. 35 mg/ L 的臭氧化海水处理 30 min ,还不足以将

弧菌 DNA 完全降解 ,只是使 DNA 在构象上有所改

变。而图 1 中用 2. 60 mg/ L 的臭氧化海水处理 1 h ,

弧菌 DNA 降解的比较厉害 ,尤其是飘浮弧菌的

DNA ,经过臭氧化海水处理以后已经变得非常模糊。
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图 2 　用臭氧化海水处理弧菌 DNA 的琼脂糖电泳结果

Fig. 2 　Agarose gel elect rophoresis of V ibrio

DNA after t reating DNA wit h ozoned seawater

a. 0 mg/ L ;b. 0. 69 mg/ L ;c. 1. 09 mg/ L ;d. 1. 35 mg/ L

1. Marker ;2. 飘浮弧菌 ;3. 副溶血弧菌 ;4. 溶藻胶弧菌

1. Marker ; 2. Vibrio natriegen;3. Vibrio parahaemolyticus ;

4 . V ibrio al ginol y ticus

　　国外曾经有人对臭氧对遗传物质 DNA 的影响

进行过研究。Kozo 等 [1 ]用琼脂糖电泳法研究臭氧对

于大肠杆菌环状质粒 DNA 的损伤作用 ,臭氧能够使

环状质粒 DNA 在特定的位点发生断裂 ,由环状闭合

的超螺旋结构变位开放的线状结构。反映在电泳图

片上是随着臭氧处理时间的延长 ,原来的质粒带消

失 ,取而代之的是两条低迁移率的 DNA 带。这个现

象表明臭氧能够扩散进入细胞 ,与细胞内的物质发

生反应。

臭氧与 DNA 等大分子物质反应 ,如果这些与臭

氧反应后的碱基被还存活的细胞所吸收 ,用来合成新

的核酸 ,就有可能在它的后代中找到发生变异的个体 ,

这就是臭氧的遗传毒性。另外 ,臭氧对微生物、植物、

昆虫、哺乳动物的致突变作用 ,及对敏感生物具有潜在

的致畸及致癌作用都是通过臭氧对遗传物质的作用

而达到的。精子、卵子、胚胎等对臭氧的作用都比较敏

感 ,经过臭氧处理后 ,对种质到底会产生何种影响 ,根

据养殖对象的不同以及水体的污染然程度选择多大

的浓度都需要在以后的研究中进一步的探讨。
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Abstract : The damage of ozonated seawater to DNA i n vivo and i n vit ro is investigated by the method of

agarose gel elect rophoresis. The result s indicate that ozoned seawater can damnify and degrade V ibrio DNA

greatly. Seen from the elect rophoresis pattern , DNA breadth becomes boardened and dispersion. The damage

of ozoned seawater to exposed DNA showing in the elect rophoresis pattern is reflected by fluorescent intensifi2
cation and long tail.
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